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摘要 : 为 分 离 纯 化 棉铃 虫 的 细胞 色素 PASO, 比较 了 4 种 去 垢 剂 对 棉铃 虫 微粒 体 P450 的 增 溶 与 变性 作用 。 结 果 表 明 : CHAPS 
C3-[ G3-cholamidopropyl)- dimethylammonioj-I-propanesulfonate) 能 有 效 地 增 溶 中 肠 和 脂肪 体 微 粒 体 P450, 而 Lubrol PRA ZiT 
二 烷 基 乙 醇 醚 ).Emulgen 91L( 聚 氧 乙 烽 王 基 苯 酚 醚 ) 和 胆 酸 钠 的 增 溶 效果 较 差 :CHAPS 对 中 肠 和 脂肪 体 微 粒 体 P450 的 最 适 增 
溶 浓 度 分 别 为 0.5% 和 0.5% ~ 0.890; 终 浓度 为 0.5% 时 ,4 种 去 垢 剂 对 中 肠 和 脂肪 体 微粒 体 PASO 的 变性 作用 不 明显 。 
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Effects of four detergents on solubilization and denaturation of microsomal 


cytochrome P450s in Helicoverpa armigera 
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Abstract To facilitate the separation and purification. of cytochrome P450s in the cotton bollworm: Helicoverpa 
armigera» the effects of 4 detergents on the solubilization and denaturation of microsomal P450s from this pest were 
examined. The results showed that CHAPS efficiently solubilized the microsomal P450 of midgut and fatbody: while 
Lubrol PX; Emulgen 911 and sodium cholate were less efficient. The suitable solubilization concentrations of CHAPS for 
microsomal P450s of midgut and fatbody were 0.5% and 0.596 — 0.896 respectively. Denaturation effects of CHAPS: 
Lubrol PX; Emulgen 911 and sodium cholate at the concentration 0.5% on microsomal cytochrome P450s of midgut and 
fatbody were insignificant. 
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细胞 色素 P450( 简 称 P450) 是 一 类 普遍 存在 于 
生物 体 中 的 血红 素 结合 重 白 ,在 生物 体内 源 性 化 合 
物 的 生物 合成 与 代谢 ,以 及 外 源 性 化 合 物 的 降解 与 
转化 中 发 挥 着 重要 作用 。P450 在 昆虫 中 的 作用 关 
系 到 昆 忠 的 生长 ,发育 及 其 抗 逆 性 ,具有 重要 的 生物 
学 和 进化 意义 。 由 于 P450 是 以 多 种 类 型 共存 于 同 
一 生物 体 中 ,不 同类 型 的 P450 的 性 质 和 功能 有 所 
不 同 , 为 了 分 析 不 同类 型 P450 的 结构 和 功能 , 须 通 
过 一 定 的 分 离 纯 化 手段 分 离 出 单 型 P450。 

真 核 生物 中 的 P450 是 一 类 朴 水 性 强 的 膜 结合 
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蛋白 ,多 存在 于 内 质 网 膜 或 线粒体 膜 中 , 与 水 样 缓冲 
液 的 相 容 性 差 。 在 P450 的 提取 、 分 离 过程 中 必须 通 
过 加 入 去 垢 剂 来 破坏 膜 环境 使 其 溶解 , 即 P450 的 增 
溶 。P450 的 不 稳定 性 以 及 与 膜 结合 蛋白 的 分 离 是 
增 溶 过 程 中 面临 的 重要 困难 。 由 于 不 同 去 垢 剂 的 增 
溶 效率 、 变 性 作用 以 及 最 适 使 用 浓度 等 有 较 大 差异 ， 
加 上 昆虫 P450 的 比 舍 量 低 、 稳 定性 差 等 特点 ,去 垢 
剂 的 选择 对 于 昆虫 P450 的 分 离 纯 化 十 分 重要 。 至 
今 , 大 多 数 有 关 去 垢 剂 对 PASO 增 溶 作用 的 报道 来 源 
于 有 关 哺 乳 动物 的 研究 结果 ， 而 常用 去 垢 剂 对 棉铃 
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E P450 的 作用 还 未 见报 道 。 鉴 于 此 , 作者 对 胆 酸 
H CHAPS C3-LCG- cholamidopropyD -dimethylammonio ]- 
1 -propanesulfonate) ~ Lubrol PX RA Lfe T — id A 
EFRO 和 Emulgen 911 RALA EERROR He s 
£i Helicoverpa armigera 中 肠 和 脂肪 体 微粒 体 P450 的 
增 溶性 质 和 可 能 的 变性 作用 进行 了 比较 研究 。 


1 材料 与 方法 


1.1 供 试 棉铃 虫 

1988 年 采 自 河北 邯郸 ,于 室内 无 药剂 接触 条 件 
下 连续 饲养 至 今 。 
1.2. 实验 试剂 

HB REC > 97%) 和 考 马 斯 亮 蓝 R250( 分 析 纯 ) 
为 Fluka 公司 产品 :CHAPSC > 99952. Lubrol PX( 分 析 
Zi». € 7, — B? 8000C PEG8000. 分 析 纯 )、 乙 二 胺 四 乙 
酸 CEDTA, 分 析 纯 》 牛 血清 白 和 蛋白 CBSA, 分析 纯 )》、 二 
硫 代 苏 糖 醇 (DTT, > 99% )、 葵 基 硫 脲 CPTU, 分 析 纯 ) 
TU AS FF RE SRLCPMSF». > 99% ) 均 为 Sigma 公司 产品 ; 
Emulgen 911( > 9%) HR E| Karlan 研究 所 提供 ; 低 
分 子 量 香 白质 标准 为 Pharmacia 公司 产品 ; 连 二 亚 硫 
酸 钠 《分析 纯 ) 为 北京 东 环 联合 化 工厂 产品 。 
1.3 ”棉铃 虫 微 粒 体 P450 的 诱导 

参照 Qiu 等 (2003) 方 法 ,将 五 甲 基 茶 按 0.2% 
(Cm/m) 比 例 拌 入 一 定量 的 人 工 饲 料 中 ,搅拌 均匀 后 
分 装 在 已 灭 菌 的 十 孔 盒 中 , 然后 挑选 整齐 一 致 . 刚 进 
入 $ 龄 的 棉铃 虫 幼虫 ,饲养 48 h, 取 其 中 肠 和 脂肪 体 
提取 微粒 体 P450。 
1.4 棉铃 虫 微粒 体 P450 酶 液 的 制备 

参照 Qiu 等 (2003) 方 法 , 在 蜡 盘 上 纵向 解剖 棉 
HR, 取出 中 肠 和 脂肪 体 , 去除 内 容 物 后 置 于 冰冷 
的 匀 浆 缓冲 液 LpH 7.5 的 0.1 mol/L PERAE P 
含 1 mmol/L EDTA、0.1 mmol/L DTT、1 mmol/L PTU% 
于 乙 二 醇 独 甲 配 )、1 mmol/L PMSF T ZLA E 
醚 .10% 甘 油 ] 中 漂洗 ,然后 置 于 电动 玻璃 匀 浆 器 中 
并 加 入 适量 的 匀 浆 缓冲 液 色 浆 ; 匀 浆 液 于 10 000 x g 
离心 15 min, 上 清 液 经 2 层 纱 布 过 小 后 于 105 000x g 
离心 60 min， 沉 淀 用 重 悬 浮 缓冲 液 C(pH 7.5 的 0.1 
mol/L 磷酸 钠 缓 冲 液 中 含 1 mmol/L EDTA、0.1 mmol/L 
DTT、1 mmol/L PMSF、20 妈 甘油 ) 重 新 悬浮 : 重 悬 浮 后 
的 微粒 体 用 Eppendorf 管 分 装 , 于 - 80C 下 保存 备 
用 。 以 上 所 有 操作 在 冰 上 或 0~ 4 "C FERT 
1.5 ”棉铃 虫 微粒 体 P450 的 增 溶 
1.5.1 不 同 去 垢 剂 对 微粒 体 PASO 的 增 溶 : 参照 














Wheelock 等 (1989) 方 法 ,将 备用 的 中 上 肠 或 脂肪 体 微 
粒 体 悬浮 液 在 冰 上 融化 ,用 重 悬 浮 缓冲 液 稀释 至 第 
白 浓度 为 2 mg/m: 然后 分 别 加 入 1096 的 CHAPS 
Lubrol PX. Emulgen 911 JI AB R H, 至 终 浓 度 为 
0.5 儿 ,以 加 入 相同 体积 的 重 悬 浮 缓冲 液 为 对 照 , 轻 
轻 摇 匀 后 在 冰 上 和 静 置 4 h 然后 加 入 40% PEG8000， 
PAREA 896. 56 SE) Jo YEUK. ERE 30 min 后 ， 
在 10 000 x g 离心 15 minC4% ), 取 上 清 液 进行 P450 
和 p420 含量 测定 。 
1.5.2. 不 同 浓度 CHAPS 对 微粒 体 P450 8228 8 fF 
H: 将 备用 的 中 肠 ( 脂 肪 体 ) 微 粒 体 悬浮 液 在 冰 上 融 
化 ,用 重 悬 浮 缓冲 液 稀释 ,至 蛋白 浓度 为 2 mg/ml; 
然后 加 入 1096 8 CHAPS, 22 £&& BEAT 97g 0.0.2496 . 
0.5% -0.8% 51 1.1% ,并 用 重 悬 浮 缓冲 液 将 体积 补 
人 至 相同 , 轻 轻 摇 匀 后 在 冰 上 和 静 置 :4 h 后 加 入 4096 
PEG8000. 至 终 浓 度 为 8% , 5656 48 5] Je E UK ERR RES 
30 min 后 在 10 000 x g 离心 15 minC4% ), 取 上 清 液 
进行 P450 和 P420 含量 测定 。 
1.6 棉铃 虫 微粒 体 P450. P420 含量 的 测定 

参照 Omuro 和 Sato(C1964 ) 方 法 ,将 微粒 体 悬 浮 
液 用 pH 7.5 的 0.1 mol/L 磷酸 缓冲 液 稳 释 至 浓度 约 
为 0.3 ~0.4 mg/mL; 然 后 加 入 连 二 亚硫酸钠 4 ~5 mg 
还 原 ;5 min 后 一 分 为 二 , 分别 置 入 参 比 池 和 样品 池 
中 记录 基线 ;然后 在 样品 池 中 通 入 一 氧化 碳 (CO)1 
min; 静 置 10 min 后 进行 390 ~ 500 nm 全 波长 扫描 ， 
并 记录 扫描 曲线 和 op 值 。 根 据 波 长 在 450 ~ 490 
nm 间 的 吸光 度 差 值 以 及 摩尔 消光 系数 [91 cm 1， 
(mmol/L》! 计算 微 粒 体 中 P450 含量 。 

P420 含量 测定 方法 与 paso 测定 方法 相同 , 根 
据 波 长 在 420 ~ 490 nm 间 的 吸光 度 差 值 以 及 摩尔 消 
光 系 数 [110 cm ! * CmmoVL2. ! ] 计 算 微粒 体 中 P420 
含量 。 
1.7 蛋白 浓度 测定 

T£ Bradford 19762 7; 1& . LJ ^F ILA E 8 A CBSA) 
AER EB. 
1.8 数据 分 析 

应 用 SPSS11.0 软件 进行 数据 统计 分 析 。 





2 结果 与 分 析 


2.1 不 同 去 垢 剂 对 棉铃 虫 微粒 体 P450 的 增 溶 和 变 
性 作用 

2.1.1 去 垢 剂 对 微粒 体 PASO 的 增 溶 效率 由 表 1 
可 知 , 未 加 去 垢 剂 , 但 经 PEG8000 沉淀 后 的 中 肠 和 
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脂肪 体 微粒 体 上 清 液 中 均 未 检测 到 P450。 这 是 
为 真 核 生物 P450 是 一 类 疏 水 性 膜 结合 蛋白 ,没有 去 
垢 剂 作用 时 难以 溶 于 水 样 缓冲 液 中 。 

对 中 肠 微粒 体 PASO. CHAPS 的 增 溶 效率 最 高 ， 
P450 比 含量 为 0.515 nmol/mg; Lubrol PX、 Emulgen 911 
和 胆 酸 钠 对 中 肠 微粒 体 P450 也 有 一 定 的 增 溶 作用 ， 


但 与 CHAPS 的 差异 极 显著 。 对 脂肪 体 微粒 体 P450， 
CHAPS 的 增 溶 效 紊 最 高 , PASO 比 含量 为 0.169 nmol/ 
mg» 与 Lubrol PX 的 差异 极 显著 ,与 Emulgen 911 的 
差异 显著 ;Lubrol PX 和 Emulgen 911 对 脂肪 体 微粒 体 
P450 均 有 一 定 的 增 溶 作用 ,而 胆 酸 钠 未 表现 出 增 溶 
作用 。 


表 1 不 同 去 垢 剂 (0.5% 终 浓度 ) 对 棉铃 虫 中 肠 和 脂肪 体 微粒 体 P450 含量 的 影响 
Table 1 Effects of four detergents at a concentration of 0.5% on contents of cytochrome P450s in midgut and 


fatbody microsomes of Helicoverpa armigera 








33g 中 肠 Midgut 脂肪 体 Fatbody 
Detergents P450 含量 Content (nmol/mg) 比率 Ratio P450 含量 Content (nmol/mg) 比率 Ratio 
Xİ RE Control 未 检 出 Not detected 未 检 出 Not detected 
CHAPS 0.515 + 0.050 1.00 0.169 + 0.010 1.00 
RA Lia — Bude LR Lubrol PX 0.176 + 0.012xx 0.34 0.054 + 0.023xx 0.32 
聚 氧 乙烯 王 基 葵 酚 醚 Emulgen 911 0.180 + 0.016xx 0.35 0.081 + 0.015 * 0.48 
胆 酸 钠 Sodium cholate 0.226 + 0.002 0.44 未 检 出 Not detected 


注 : P450 含量 为 3 次 实验 的 平均 值 + 标准 差 ,下 同 ; x ，xx 分 别 表示 同 列 数据 与 CHAPS 处 理 组 相 比 差异 显著 (P<0.05) 和 极 显著 (天 <0.01)。 


Notes: P450 contents are mean + SD of three replicates: the same below. * and xx indicate significant difference at P « 0.05 and P « 0.01 when compared 


with CHAPS treatment group. 


2.1.2 去 垢 剂 对 微粒 体 P450 的 变性 作用 : P420 被 
认为 是 P450 的 变性 形式 , P420 比 含量 的 高 低 可 用 
来 衡量 不 同 去 垢 剂 对 P450 的 变性 程度 。 

由 表 2 可 知 ,经 终 浓度 均 为 0.5% 的 CHAPS、 
Lubrol PX、Emulgen 911 和 胆 酸 钠 增 溶 后 ,中 肠 和 脂 


肪 体 微粒 体 中 的 P420 比 含 量 与 增 洲 前 微粒 体 中 
P420 比 含量 的 差异 不 显著 。 因 此 , 终 浓度 为 0.596 
时 ,4 种 去 垢 剂 对 中 肠 和 脂肪 体 微粒 体 PASO 的 变性 
作用 不 显著 。 





表 2 不 同 去 垢 剂 (0.5% 终 浓度 ) 对 棉铃 虫 中 肠 和 脂肪 体 微粒 体 P420 含量 的 影响 
Table 2 Effects of four detergents at a concentration of 0.5% on contents of cytochrome P420 in midgut and 


fatbody microsomes of Helicoverpa armigera 








去 垢 剂 中 肠 Midgut 脂肪 体 Fatbody 

Detergents P420 含量 Content (nmol/mg) 比率 Ratio P420 含量 Content (nmol/mg) 比率 Ratio 
对 照 Control 0.041 + 0.017 1.00 0.053 + 0.021 1.00 
CHAPS 0.043 + 0.023 1.05 0.050 + 0. 006 0.94 
聚 氧 乙烯 十 二 烷 基 乙醇 醚 Lubrol PX 0.054 « 0.025 1.32 0.033 + 0.004 0.62 
聚 氧 乙 烯 王 基 葵 酚 酸 Emulgen 911 0.031+0.018 0.76 0.046 + 0.026 0.87 


未 检 出 Not detected 


2.2 不 同 浓度 CHAPS 对 中 肠 和 脂肪 体 微粒 体 
P450 的 增 溶 与 变性 作用 

由 表 3 可 知 , CHAPS 对 中 肠 和 脂肪 体 微 粒 体 
P450 的 增 溶 作 用 与 微粒 体 中 CHAPS 的 终 浓度 密切 
相关 。 对 于 中 肠 微 粒 体 P450, AREA 0.5% F 
0.895 FT. CHAPS 的 增 溶 效 率 高 , PASO 的 比 含量 分 别 
是 0.718 nmol/mg 和 0.651 nmol/mg, 且 两 者 间 的 差异 
不 显著 ; 终 浓 度 为 1.1% 时 , CHAPS 的 增 溶 效 率 降 
低 , P450 的 比 含量 为 0.550 nmol/mg 与 0.5% CHAPS 
间 的 差异 极 显 著 。 随 着 终 浓 度 的 增加 , CHAPS 对 微 
粒 体 P450 的 变性 作用 也 在 增强 , 终 浓度 为 0.8% 时， 
P420 的 比 含量 为 0.250 nmol/mg: 与 0.5% CHAPS 的 


REES Sodium cholate 


未 检 出 Not detected 


差异 显著 ; 终 浓 度 为 1.1% 时 , P420 的 比 含量 为 
0.259 nmol/mg, 与 0.5% CHAPS BE oe b. MO 
溶 效率 和 变性 程度 看 ,0.5% CHAPS 对 中 肠 微粒 体 
P450 的 增 溶 效果 最 佳 。 

对 于 脂肪 体 微 粒 体 P450. 2X 3& RE 7 0.596 F 
0.8% f. CHAPS 的 增 溶 效率 高 , P450 的 比 含量 分 别 
是 0.227 nmol/mg 和 0.217 nmol/mg ， 且 两 者 差异 不 
显著 ; CHAPS YK RE Jy 1.196 Ff. P450 的 比 含量 为 
0.181 nmol/mg; 与 0.5% CHAPS 间 的 差异 显 着 。 此 
外 , 随 着 终 浓度 的 增加 ,CHAPS 对 微粒 体 P450 的 变 
性 作用 无 明显 增强 。 因 此 ,0.5% ~ 0.896 的 CHAPS 
对 脂肪 体 微粒 体 P450 都 表现 出 较 好 的 增 溶 效果 。 
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表 3 不 同 浓度 CHAPS 对 棉铃 虫 中 肠 和 脂肪 体 微 粒 体 P450 和 P420 含量 的 影响 
Table 3 Effects on contents of cytochrome P450 and P420 of midgut and fatbody microsomes treated with CHAPS 


at different concentrations from Helicoverpa armigera 


! P450 (nmol/mg) 
浓度 (%) 


P420 (nmol/mg) 


é . 中 肠 Midgut 脂肪 体 Fatbody 中 肠 Midgut 脂肪 体 Fatbody 
Onoontraong i CE RE 
含量 Content 比值 Ratio Hi Æ Content 比值 Ratio Ei 5B Content 比值 Ratio H Æ Content 比值 Ratio 
Not detected Not detected Not detected Not detected 
0.2 0.433 + 0.033xx 0.60 0.077 + 0.010*« 未 检 出 0.040 + 0.038 0.51 
Not detected 
0.5 0.718 + 0.044 1.00 0.227 + 0.021 0.084 + 0.008 1.00 0.078 + 0.005 1.00 
0.8 0.651 + 0.026 0.91 0.217 x 0.026 0.250 + 0.009«« 2.08 0.086 + 0.035 1.10 
Ld 0.550 + 0. 020** 0.77 0.181 + 0.008 * 0.259 + 0.071 * 3.08 0.078 + 0.012 1.00 


Hao x* 和 xx 分 别 表 示 同 列 数据 与 0.5 铬 浓度 处 理 组 相 比 差 异 显著 (P <0.05) 和 极 显 著 (P < 0.01)。 


Notes: * and xx indicate significant difference at P «0.05 and P « 0.01 when compared with the 0.596 concentration treatment group. 


3.4 不 同 去 垢 剂 对 微粒 体 P450 的 增 溶 作用 

尽管 目前 用 于 P450 增 溶 的 去 垢 剂 很 多 ,但 常用 
于 哺乳 动物 肝 微粒 体 P450 增 溶 的 主要 有 阴离子 型 
( 胆 酸 钠 、 脱 氧 胆 酸 钠 )、 非 离子 型 (Emulgen 911、 
Emulgen 913. Renex 690. Lubrol PX. Triton X-1000 1 A 
性 离子 型 CCHAPS、Zwittergen 3-14) 去 垢 剂 。 由 于 阳 
离子 型 去 垢 剂 容易 导 儿 P450 变性 或 使 酶 受到 不 可 
逆 的 损害 , 一 般 不 用 于 Paso 的 增 溶 。 用 于 P450 增 
溶 的 去 垢 剂 一 般 应 具有 增 深 效率 高 .对 酶 的 稳定 性 
和 活性 影响 小 .与 色谱 柱 相 容 性 好 等 特点 (Roos， 
1996; 郑 明 奇 等 ,2001)。 

本 研究 结果 表明 ,4 种 去 垢 剂 中 , CHAPS 最 适 于 
棉铃 忠 中 肠 和 脂肪 体 微粒 体 PASO 的 增 溶 。 虽 然 胆 
酸 钠 是 哺乳 动物 肝 微 粒 体 Paso 常用 的 增 溶剂 
(Imaoka and Funae，1986), X] f& E] 2E "WE Blattela 
germanica 微粒 体 PASO 也 表现 出 较 好 的 增 溶 作用 
(Scharf et al.，1998), 但 胆 酸 钠 对 棉铃 忠 微粒 体 P450 
的 增 溶 作 用 表现 出 较 大 的 组 织 差异 ,对 中 肠 微粒 体 
P450 有 较 强 的 增 溶 作 用 ,而 对 脂肪 体 微粒 体 P450 
的 增 溶 作 用 不 明显 。 因 此 ,在 选择 去 垢 剂 时 ,最 好 是 
根据 不 同 组 织 来 源 的 微粒 体 P450 进行 有 针对 性 的 
选择 。 

3.2 不 同 浓度 CHAPS 对 微粒 体 P450 的 增 溶 作 用 

由 于 去 垢 剂 在 高 浓度 时 容易 导致 重 白 质变 性 ， 
但 去 除去 垢 剂 后 一 般 可 使 蛋白 质 复 性 。 为 了 避免 蛋 
白质 变性 , 去 垢 剂 通常 在 较 低 浓度 下 使 用 ,或 在 使 用 
前 确定 其 最 佳 使 用 浓度 。 由 于 不 同 微粒 体 P450 含 
量 差异 较 大 ,去 垢 剂 的 用 量 一 般 应 根据 微粒 体 和 蛋白 


浓度 而 不 是 P450 含量 确定 CRyan and Levin，1990)。 

本 研究 发 现 , CHAPS 对 棉铃 忠 中 肠 和 脂肪 体 微 
粒 体 P450 增 溶 时 表现 出 了 浓度 差异 。 对 于 中 肠 微 
粒 体 P450, CHAPS 最 适 浓度 为 0.5%; 尽管 0.8% 和 
1.196 8] CHAPS 也 有 和 较 高 的 增 溶 效 率 , 但 却 引 起 中 
肠 微粒 体 P450 的 强烈 变性 , 因而 也 不 适合 于 棉铃 虫 
"th fe REP PASO. 的 增 溶 。 对 脂肪 体 微粒 体 P450, 
CHAPS 最 适 浓度 为 0.5% 或 0.8%,1.1% CHAPS 也 
表现 出 较 高 的 增 溶 效 率 ,而且 也 未 引起 P450 的 变 
性 。 由 此 可 知 ,即使 将 同一 种 去 垢 剂 用 于 不 同 组织 
微粒 体 PASO 增 溶 时 ,其 浓度 效应 也 可 能 表现 出 较 大 
XH. 
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